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MORFOLOGI BUNGA YANG SESUAI BAGI KULTUR MIKROSPORA PADA
TANAMAN JARAK PAGAR (Jatropha curcas L.)
Appropriate Morphology of Physic Nut (Jatropha curcas L.) Flowers for
Microspore CultureSUAIB*), MAKMUR JAYA ARMA, DAN MUHIDIN
Jurusan Agroteknologi Fakultas Pertanian Universitas Halu Oleo, Kendari
ABSTRACT
An experiment aimed in gaining information on morphological characteristics of
Jatropha curcas (L.) containing high frequency of uninucleate microspores has been done.
This was important due to the successful application of experiment in haploid technique
through anther or microspore culture is strongly determined by the availability of
information from basic research such as appropriate morphology of the flowers. This
scientific article, in our knowledge, was an early explanation of the initial steps of whole
procedures in the microspore culture of Jatropha curcas (L.).  Results of the research showed
that the morphological features of flower that contained high frequency of mid- and late-
uninucleate microspores was that the flowers must be in the range of 2 to 3 mm in length.
Such flowers contained yellowish anthers.Key words: Flowers length, mid- and late-uninucleate, morphology, physic nut, microspore
1PENDAHULUANKultur antera atau kultur mikrosporamerupakan teknik perbanyakan tanaman yangjauh lebih efisien dari kultur jaringanmeristem pucuk/tunas, kultur suspensi sel,dan kultur protoplas. Hal ini dapat dicapaikarena jumlah mikrospora dalam satu bunga,jauh lebih banyak jika dibandingkan denganjumlah sel pada jaringan meristempucuk/tunas, suspensi sel, dan protoplas padapenggunaan satu pohon sumber eksplan.Setiap mikro-spora berpeluang untukberkembang menjadi individu tanamanlengkap apabila dikultur-kan di dalammedium yang kaya nutrisi karena sel tersebutmemiliki sifat totipotensi. Dengan demikianpengkajian penggunaan kultur mikrosporabagi perbanyakan bibit unggul tanaman jarakpagar sangat perlu dilakukan.Penelitian kultur antera dan atau kulturmikrospora pada tanaman jarak pagar hinggasaat ini belum pernah dilaporkan. Akan tetapi,apabila kultur mikrospora berhasil dengan
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baik pada tanaman jarak pagar sebagaimanatelah berhasil dengan baik pada berbagai jenistanaman lainnya, akan berimplikasi palingsedikit pada dua manfaat. Pertama, diperolehbibit dalam jumlah yang lebih banyak padawaktu yang lebih singkat, dan ke dua,diperoleh bibit baru berupa tanaman haploidganda (doubled haploid) dengan konstitusigenetik homozigot sempurna. Sifat atau sifat-sifat yang dimiliki oleh tanaman haploid gandadisandikan oleh gen atau gen-gen homozigot.Dengan demikian, tanaman yang berkonstitusigenetik homozigot sempurna akan lebihoptimal dalam mengekspresi-kan sifat atausifat-sifatnya jika dibandingkan dengantanaman yang berkonstitusi genetikheterozigot.Setiap pohon tanaman jarak pagar dapatmenghasilkan beberapa tangkai bunga, dansetiap bunga terdiri dari banyak kuncupbunga. Setiap kuncup bunga memilikibeberapa kepala sari/antera (anthers) yangmengandung dua ruang sari (theca). Setiapsatu ruang sari terdapat paling sedikit 1.000butir mikrospora (microspores) tergantungvarietas dan ukuran kepala sarinya. Dengandemikian setiap tangkai bunga akan terdapat
2 SUAIB ET AL. J. AGROTEKNOSjutaan mikrospora, suatu jumlah yang jauhmelebihi jumlah sel meristematik bagi satutanaman sumber eksplan.Mikrospora adalah sel tunggal yangmemiliki informasi genetik yang lengkapdalam formasi separuh dari genomlengkapnya (haploid). Melalui kultur in vitro,setiap mikrospora berpotensi untukberdiferensiasi menjadi satu tanaman lengkapdengan konstitusi genetik haploid. Tanamanhaploid yang dihasilkan akan memproduksitepung sari yang steril sehingga akan gagalmenghasilkan buah atau biji. Akan tetapi,melalui penggandaan kromosom selamakultur mikrospora akan menghasilkantanaman haploid ganda yang fertil dan dapatberbuah.Untuk mendapatkan tanaman fertil darikultur mikrospora, pada fase tertentu selamakultur in vitro dilakukan penggandaankromosom menggunakan bahan kimiamutagen. Bahan kimia mutagen yang umumdigunakan adalah colchicine, apabila frekuensitanaman haploid ganda yang dihasilkan secaraspontan sangat rendah. Selain colchicine,beberapa jenis bahan kimia lain darikelompok herbisida juga dilaporkanmempunyai cara kerja yang sama dengan
colchicine dalam menggandakan kromosomtanaman. Herbisida dimaksud adalah
amiprophosmethyle, oryzalin, dan trifluralin(Hansen dan Andersen, 1996).Mikrospora yang dikulturkan secara in
vitro akan berdiferensiasi membentukproembrio, embrio, dan tanaman hijau danlengkap apabila kebutuhan nutrisi dan faktorlain bagi perkembangannya terpenuhi selamakultur, sebaliknya akan melalui jalur pem-bentukan kalus apabila tidak terpenuhi. Padafase kultur inilah diperlukan pengkajian yangseksama untuk mengidentifikasi danmerumuskan faktor-faktor yang menentukandiferensiasi mikrospora menjadi embrio, dantanaman hijau dan lengkap.Budidaya tanaman jarak pagar sangatmudah dilakukan karena mudah tumbuh,mempunyai spektrum wilayah pertumbuhanyang luas, dan tidak terlalu mensyaratkansuatu jenis tanah yang khusus. Akan tetapi,untuk kegiatan pembudidayaan yang luasdihadapkan pada masalah penyediaan bibityang banyak pada waktu yang singkat. Untukmemecahkan masalah di atas, penyediaanbibit melalui teknik kultur jaringan dapat
diterapkan sebagaimana telah berhasildiperoleh dari banyak penelitian. Satu diantara banyak penelitian itu adalah yangdilakukan oleh Rajore dan Batra (2005)dimana dengan menggunakan meristempucuk dapat meregenerasikan sejumlahtanaman baru.Akan tetapi, melalui kultur sel-sel meristemmempunyai kelemahan jika dibandingkandengan kultur antera dan atau kulturmikrospora. Kelemahan-kelemahan kultur selmeristem antara lain: (1) jumlah sel meristempada satu pohon sumber eksplan lebih sedikitdari pada jumlah sel mikrospora yangterdapat di dalam antera, (2) tidakmemperbaiki sifat mewaris pada tanaman,sedangkan melalui kultur antera dan ataumikrospora dapat dicapai perbaikan genetiktanaman karena status genetiknya berubahmenjadi haploid ganda, dan (3) berpeluangmenghasilkan individu baru tanaman yangmemiliki sifat inferior karena fenomenavariasi somaklon.Berbagai faktor yang mempengaruhiembriogenesis mikrospora dan regenerasi“plantlet” menentukan efisiensi dan efektifitaskultur mikrospora. Kush dan Virmani (1996),Palmer dan Keller (1997), Bhojwani danBhatnagar (1999), Wang et al. (2000), danSegui-Simarro dan Nuez (2007) menyatakanbahwa paling sedikit terdapat lima faktor yangmempengaruhi pembentukan embrio melaluikultur mikrospora. Kelima faktor dimaksudadalah: (1) genotipe tanaman donor, (2)kondisi pertumbuhan tanaman donor, (3)tahap perkembangan mikrospora, (4)praperlakuan, dan (5) medium kultur.Khusus untuk tahap perkembanganmikrospora, secara alamiah mikrospora akanberkembang menjadi sel gamet jantan danberperan dalam zigot bagi prosespembentukan buah. Akan tetapi, secaraartifisial mikrospora dapat diinduksi untukmembentuk kalus atau embrio selama kultur
in vitro. Selanjutnya diregenerasikan hinggamenjadi embrio dan tanaman. Mikrosporaharus berada pada tahap perkembangan yangsesuai, yakni mulai dari tahap uni-nukleattengah “mid-uninucleate” hingga tahapbinukleat awal “early-binucleate” bagitanaman yang responsif.Dalam kultur mikrospora akan dihasilkantanaman baru dengan konstitusi genetikseparuh (haploid) dari genom penuhnya.
Vol. 4 No.1, 2014 Morfologi Bunga Yang Sesuai Bagi Kultur Mikrospora 3Haploid yang dilambangkan sebagai n adalahorganisme, sel, atau inti sel yang memilikihanya satu salinan kromosom dari setiapkromosomnya (Maclean, 1987). Dengandemikian, tanaman haploid adalah tanamanyang hanya memiliki setengah dari genomlengkapnya, sedangkan tanaman haploidganda adalah tanaman yang memiliki genomhaploid yang berganda.Menurut Johri dan Rao (1984) danMorrison dan Evans (1988), bahwa kulturmikrospora bermanfaat untuk : (1) perbaikanklon, (2) menyingkat program pemuliaantanaman, dan (3) memudahkan seleksi secaralangsung pada suatu sifat karena disandikanoleh alel atau alel-alel homozigot sehinggaekspresi sifat tersebut menjadi optimal.Sementara itu, Shariatpanahi et al. (2006) danRimbera et al. (2007) mengemukakan bahwamanfaat pembentukan tanaman haploidmelalui kultur mikrospora pada tanamanmenyerbuk sendiri adalah untuk: (1)mempercepat program pemuliaan tanaman,(2) memperbaiki efisiensi seleksi, (3)mendeteksi ketertautan dan interaksi gen, (4)menduga varians genetik dan jumlah gen bagisifat-sifat kuantitatif, (5) menghasilkantranslokasi genetik, (6) menghasilkan galur-galur dengan penambahan kromosom dansubstitusi, dan (7) memudahkan studitransformasi genetik dan mutasi.Suatu sifat yang disandikan oleh alel resesifakan tertutupi oleh alel dominan bila beradapada konstitusi heterozigot. Akan tetapi, bilasuatu sifat disandikan oleh alel heterozigotmaka tanaman tersebut akan mempunyaiindividu mikrospora dengan konstitusigenetik haploid yang berbeda dan masing-masing membawa alel resesif atau dominandari sifat tersebut. Bila mikrospora dimaksuddikulturkan, alel resesif tersebut akan segeraterdeteksi hanya dalam generasi pertama hasilkultur mikrospora. Dengan demikian, suatusifat yang disandikan oleh alel resesif atau aleldominan, dengan mudah dapat dilakukanseleksi lebih awal.Tulisan ini membahas ciri morfologi bungatanaman jarak pagar yang banyak (lebih dari50 %) mengandung mikrospora pada tahapuninukleat tengah hingga uninukleat akhir.Informasi ciri morfologi ini sangatmenentukan keberhasilan pelaksanaan kulturantera dan atau kultur mikrospora karenapada fase mikrospora seperti inilah yang bisa
membelokkan arah perkembanganmikrospora dari status fungsional sebagai seljantan (tepung sari, “pollen grains”) menjadiembrio dan “plantlet” selama kultur in vitro.
BAHAN DANMETODESatu batang tanaman donor sepanjang 20-30 cm yang diperoleh dari petani, ditanam didalam polibag berukuran 35-45 cm yang berisimedium tanaman tanah lapisan atas danpupuk kandang dengan perbandingan yangsama. Sebanyak 17 polibag yang berisimasing-masing satu batang tanaman donor,ditata di lapangan tanpa pola rancangantertentu. Setelah tumbuh, tanaman dipeliharahingga berbunga dengan pemberian pupukNPK pada dosis yang sesuai, penyiramanmedium tanaman secara berkala sesuaikebutuhan, dan pencegahan pengganggudengan pestisida.Setelah berbunga, tangkai bunga dipetikdari pohon utamanya, kemudian beragamukuran (diameter dan panjang) bunga diukur.Dengan menggunakan sepasang pinsetberujung runcing, antera dikeluarkan daridalam bunga kemudian diletakkan di atas“deckglass” yang telah ditetesi larutan 3%sukrosa. Mikrospora dikeluarkan dari dalamantera dengan membelah dinding antera,sedangkan kotoran berupa serpihan anteradibuang kemudian ditutup dengan “coverslip”.Tahap perkembangan mikrospora diamatidengan mikroskop cahaya dalam dua kategori,yaitu: (1) “uninucleate”, dan (2) “bi- dan multi-nucleate”. Ciri masing-masing tahapperkembangan mikrospora mengacu padaZhang et al., (2005) dan Gonzalez dan Jouve(2005).Variabel yang diamati pada penelitian iniadalah: (1) jumlah bunga setiap tandan; (2)panjang dan diameter bunga; (3) panjang danlebar antera untuk semua ukuran bunga; (4)klasifikasi mikrospora berdasarkan fase-faseperkembangannya melalui pewarnaan inti,dan (5) melakukan pencatatan informasikualitatif lainnya yang berkaitan denganmorfologi bunga.Data hasil perhitungan ditabulasi,kemudian dihitung nilai rerata dan simpanganbakunya. Semua perhitungan dilakukandengan paket Statistika SAS (SAS Institute Inc.,1989-1996) menggunakan komputer.
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HASILPenanaman tanaman jarak pagar sebagaisumber mikrospora dilakukan sebanyak duakali. Pertama dilakukan untuk tiga pottanaman, dan kedua untuk 14 pot tanaman.Setiap pot terdiri dari satu batang atau satupohon, sehingga seluruhnya terdapat 17 potatau 17 pohon. Sedangkan pemeliharaantanaman dilakukan dalam bentuk pemupukanUrea, TSP, dan KCl, berturut-turut dengandosis 200, 100, dan 100 kg ha-1. Penyiraman
medium tanam dilakukan secara berkalasesuai fase pertumbuhan dan kebutuhantanaman. Pencegahan jazad pengganggupertumbuhan tanaman dilakukan secara fisikdengan membunuh langsung jazad sasaran,dan secara kimiawi dilakukan denganpenyemprotan menggunakan insektisida ataupestisida.Penampilan pertumbuhan danperkembangan tanaman jarak pagar sumbermikro-spora sebagai eksplan dalam penelitianini di perlihatkan pada Gambar 1.
Gambar 1. Pertumbuhan dan perkembangan tanaman jarak pagar sebagai sumber eksplanPenentuan ciri morfologi bunga yangmengandung mikrospora yang sesuai bagikultur mikrospora, meliputi: (1) menghitungjumlah bunga setiap tandan; (2) mengukurpanjang dan diameter setiap bunga; (3)mengukur panjang dan lebar antera untuksemua ukuran bunga; (4) mengisolasi,menghitung, dan mengklasifikasikanmikrospora berdasarkan faseperkembangannya melalui pewarnaan inti,dan (5) melakukan pencatatan informasikualitatif lainnya yang berkaitan denganmorfologi bunga. Umur pohon mulai berbunga
pertama, lama waktu yang diperlukan sejakinisiasi kuncup bunga hingga panen tandanatau rangkaian bunga untuk siap digunakanbagi pengamatan morfologi tandan ataurangkaian bunga.Rerata panjang, jumlah cabang, dan jumlahbunga dari 10 rangkaian bunga disajikan padaTabel 1, sedangkan morfologi ke sepuluhrangkaian bunga sebagai sampel dalampenelitian ini disajikan pada Gambar 2.Sementara itu, rerata lebar dan panjang bungaberturut-turut dicantumkan pada Tabel 2 danTabel 3.
Vol. 4 No.1, 2014 Morfologi Bunga Yang Sesuai Bagi Kultur Mikrospora 5Tabel 1. Rerata panjang rangkaian bunga, jumlah cabang bunga, dan jumlah bungaNomor Bunga Panjang rangkaian bunga (cm) Jumlah cabang bunga (buah) Jumlah bunga (buah)1 6,75 4 282 8,50 12 723 8,50 8 454 9,00 12 645 8,00 6 206 8,50 6 207 7,50 10 508 9,00 14 879 7,50 8 4410 8,50 8 34Total 81,75 88 464
Gambar 2. Morfologi 10 rangkaian bunga tanaman jarak pagar yang diamati dalam penelitian.
Tabel 2. Rerata lebar bungaNomor Bunga Jumlah Bunga Menurut Ukuran Lebar (milimeter) Total< 2 2 - < 3 3 - < 4 4 - < 5 5 - < 6 6 >1 2 3 7 6 5 5 282 6 13 18 20 10 5 723 11 9 8 7 6 4 454 8 6 9 10 13 18 645 3 2 5 3 4 3 206 2 3 3 6 3 3 207 3 4 3 14 12 14 508 4 14 16 16 17 20 879 2 4 9 8 10 11 4410 2 3 5 6 4 14 34Total 43 61 83 96 84 97 464Rerata 4,3 6,1 8,3 9,6 8,4 9,7 46,6Std. Dev. 3,09 4,38 5,10 5,38 4,70 6,50 22,41
1 2 3 4 5 6
7 8 9 10
6 SUAIB ET AL. J. AGROTEKNOSDemikian pula, penampilan masing-masingbunga menurut enam klasifikasi panjang danlebar bunga ditampilkan pada Gambar 3.Pengukuran rerata panjang bunga menurut10 rangkaian bunga yang digunakan dalampenelitian ini menunjukkan ukuran yangberagam. Hasil analisis masing-masing kelasukuran panjang individu bunga, jugamenunjukkan variabilitas yang beragam.Bunga tanaman jarak pagar mempunyai lebardan panjang yang hampir sama sehinggaukuran panjang relatif sama dengan lebarnya,kecuali bagi bunga yang telah memasuki fase
penyerbukan atau fase dimana bakal biji telahterbentuk. Bunga pada tahap ini mempunyaiukuran panjang yang lebih besar dari lebarbunga sehingga bunga tersebut nampak lebihpanjang.Berdasarkan tahap perkembanganmikrospora, frekuensi mikrospora uninukleattengah dan akhir diperoleh pada bungadengan lebar dan panjang 2-3 mm (Tabel 5).Bunga yang berukuran panjang dan atau lebarlebih dari 3 mm adalah morfologi yang tidaksesuai bagi pelaksanaan kultur mikrosporasecara in vitro.
Gambar 3. Penampilan ukuran panjang dan lebar individu bunga tanaman jarak pagar.Tabel 3. Rerata panjang bungaNomor Bunga Jumlah Bunga Menurut Ukuran Panjang (milimeter) Total< 2 2 - < 3 3 - < 4 4 - < 5 5 - < 6 6 >1 4 5 6 8 4 1 282 8 16 20 24 12 2 723 12 8 11 6 8 0 454 0 4 6 9 30 15 645 2 3 4 6 5 0 206 0 0 4 8 2 6 207 2 1 3 14 16 14 508 8 16 15 14 10 24 879 4 6 12 14 8 0 4410 0 3 6 8 3 14 34
C
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B
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Tabel 4. Rerata persentase (%) mikrospora uninukleat tengah dan akhir menurut panjang dan lebarbunga
Ulangan Persentase Mikrospora Uninukleat Tengah dan Akhir Menurut UkuranPanjang dan Lebar Bunga (milimeter)< 2 2 - < 3 3 - < 4 4 - < 5 5 - < 6 6 >1 20,46 80,68 10,24 2,86 0,00 0,002 18,26 89,76 5,83 0,82 0,00 0,003 10,36 86,94 4,42 1,84 0,00 0,00Total 49,08 257,38 20,49 5,52 0,00 0,00Rerata 16,36 85,79 6,83 1,84 0,00 0,00Std. Dev. 5,31 4,65 3,04 1,02 0,00 0,00
Gambar 4. Sterilisasi bunga (A) sebelum isolasi antera (B dan C) dan mikrospora (D, E dan F).Sementara itu, penampilan mikrosporaembriogenik setelah mendapat praperlaku-anstres menunjukkan perubahan morfologi,yaitu semakin bertambahnya ukuranmikrospora. Besarnya perubahan ukuran
karena bertambahnya volume mikrosporaminimal sebesar 100% atau paling kecil duakali lebih besar dari ukuran mikrospora non-embriogenik atau mikrospora yang belummendapat praperlakuan stres (Gambar 5).
Gambar 5. Morfologi berbagai mikrospora non-embriogenik (panel atas) dan mikrospora embriogenik(panel bawah) setelah mendapat kombinasi praperlakuan stres suhu, lama inkubasi, danmedium starvasi.
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PEMBAHASANPengamatan morfologi bunga yangmengandung mikrospora uninukleatterbanyak tidak ditentukan oleh panjangrangkaian bunga, akan tetapi lebih ditentukanoleh panjang dan lebar bunga. Hal ini terlihatdari populasi mikrospora uninukleat yanglebih besar yang sangat berhubungan denganukuran bunga, bukan ukuran rangkaian bunga.Bunga dengan lebar dan panjang 2-3 mm,mengandung mikrospora uninukleat tengahdan akhir yang lebih tinggi jika dibandingkandengan bunga dengan lebar dan panjangkurang dari 2 mm atau lebih dari 3 mm.Bahkan bunga dengan panjang dan lebar < 2mm mengandung mikrospora uninukleat awalyang lebih tinggi, sedangkan bunga denganpanjang dan lebar > 3 mm mengandungtepung sari dengan frekuensi yang lebih tinggi(Tabel 5).Fenomena di atas umumnya telahdilaporkan oleh banyak peneliti ataukelompok penelit pada berbagai tanamanbudidya. Tanaman-tanaman dimaksud sepertitanaman tembakau (Volcov et al., 2005),
Brassica (Zhang et al., 2006), kedelai(Rodrigues et al., 2006), tomat (Segui-Semarrodan Nuez, 2007), dan kentang (Panahandeh et
al., 2008). Bagi tanaman jarak pagar, selainmorfologi bunga berupa panjang dan lebarbunga, umur bunga juga menentukanfrekuensi mikrospora uninukleat tengah danakhir. Semakin tua umur bunga akan semakintinggi frekuensi mikrospora pada tahap lebihlanjut atau polen sehingga tidak sesuai untukdigunakan sebagai eksplan bagipenyelenggaraan kultur mikrospora secara in
vitro.Selain itu, ukuran antera bagi beberapaspesies tanaman juga berhubungan eratdengan fase perkembangan mikrospora. Padatanaman cabai, ukuran dan warna anteradiketahui berpengaruh terhadap faseperkembangan mikrospora (Indrianto et al.,2004; Supena et al., 2006). Indrianto et al.(2004) menguraikan bahwa mikrosporatanaman cabai besar pada tahap tetrad hanyadijumpai pada kuncup bunga yang berukuran0,3-0,5 cm. Antera yang berwarna hijau muda,sebagian hijau dan sebagian ungu, akanmengan-dung mikrospora uninukleat. Setelahbunga berukuran 0,6-0,8 cm dan anteranyaberwarna ungu muda, bunga hanya akan
mengandung mikrospora binukleat. Dengandemikian, tahap perkembangan mikrospora didalam antera sangat ditentukan oleh ukuranbunga dan antera, sehingga penggunaan cirimorfologi bunga atau ukuran kuncupmerupakan cara yang tepat dalammenentukan tahap perkembanganmikrospora.
SIMPULAN DAN SARANHasil percobaan dapat disimpulkan bahwamorfologi bunga tanaman jarak pagar yangsesuai bagi kultur mikrospora adalah ketikabunga mempunyai panjang dan lebar antara 2-3 mm, dan berumur hanya setelah beberapahari setelah inisiasi bunga, dan dengan anteraberwarna kuning muda.Dari hasil penelitian ini bisa dijadikansebagai informasi awal bagi penelitian-penelitian lebih lanjut sehingga bisaditemukan formula yang lebih sesuai bagitanaman jarak pagar.
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